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Le molybdéne en biologie

I. Role du molybdéne dans les processus métaboliques

Par Jean Taviitzxi

Institut de Biologie Physico-Chimique; 13, rue Picerre-Curie, Paris (France)

1. Introduction

Retrouvant chez tous les étres vivants les mémes
processus essentiels 4 leur fonctionnement, la bio-
chimie nous donne une image trés satisfaisante de
l'unité du monde vivant. Qu’il s’agisse d’organismes
animaux ou végétaux, qu’il s’agisse de bactéries, on y
trouve en effet les mémes constitnants fondamentaux.
Ce sont les mémes voles qui sont suivies pour la syn-
thése et la dégradation de ces constituants, les mémes
cycles qui interviennent dans la production et I'utilisa-
tion de I'énergie, chaque étape étant catalysée par des
systémes enzymatiques ol se retrouvent des cofacteurs
communs: molécules organiques ou métaux. Bien qu'ils
soient associés & de multiples réactions, certains de ces
derniers sont pourtant plus spécifiquement en rapport,
soit avec P'utilisation de 1’énergie solaire, le magnésium
dans la photosynthése, soit avec le transfert des élec-
trons au cours de la respiration, le fer, soit avec
l'utilisation des sources d’azote, le molybdéne.

Il est bien évident que ce n’est que pour les besoins
de 'analyse que I'on est amené i mettre l'accent sur
I'intérét de telle ou telle substance. La cellule constitue
un tout dont les activités sont intégrées de fagon trés
précise et ou toute hiérarchie ne peut-étre qu’arbi-
traire. Cette réserve étant faite, il n’en reste pas moins
que les étres vivants dépendent de I'azote pour leur sub-
sistance et que tout facteur qui intervient dans son
utilisation se trouve du méme coup assumer une im-
portance capitale. Ainsi en est-il du molybdéne.

Nous avons tenté dans la présente mise au point de
dégager les grandes lignes de ce que nous savons ac-
tuellement du réle biologique de cet élément, avant
d’aborder les aspects plus techniques qui concernent
plus particuli¢rement I'agronomie et qui seront étudiés
dans une seconde partie. Cette primauté donnée aux
résultats de la recherche fondamentale ne doit cepen-
dant pas faire oublier qu’ils ont souvent été obtenus &
partir d’observations effectudes 'sur le terrain’. Si
notre contribution peut rapprocher la recherche pure
des applications pratiques, elle n’aura pas été inutile.
Ajoutons que de nombreuses revues tant anglaises
qu’américaines ont été consacrées 4 ce sujet mais qu'a
notre connaissance il n'en existe pas de frangaise: il y
avait 13 une lacune & combler?l.

I1. Historigue

L’importance biologique du molybdéne ne fut réa-

lisée qu’en 1930 quand BoRTELS? découvrit que cet
élément est essentiel 4 la fixation de l'azote de I'air par
Azotobacter chroococcum: la multiplication des cellules
ne s'effectue dans un milieu de culture dépourvu
d’azote & I'état combiné que si des traces de molybdéne
y sont ajoutées. Les résultats de BoRTELS, qui ont été
confirmés et étendus par de nombreux auteurs®-% in-
diquaient que le molybdéne est indispensable 4 la
fixation de l'azote par une série d’espéces d’'Azofo-
bacter. :
C’est également & BORTELS que I'on doit les premiéres
indications sur le role du molybdéne dans la fixation de
I'azote par les Légumineuses®. Il montra en effet que
la quantité d’azote fixée et la croissance du pois, du
soja et du tréfle incarnat cultivés dans des milieux dé-
finis, sont accrues de fagon remarquable quand les
solutions nutritives sont additionnées de molybdéne ou
de vanadium. On a montré depuis que le molybdéne
est essentiel & la fixation de I'azote de l'air par les
bactéries qui croissent en symbiose avec les plantes
légumineuses® 7-? et en 1942 ANDERSON décelait des
déficiences molybdiques chez les Légumineuses culti-
vées sur certains sols d'Australie?®,

Le molybdéne n'intervient pas que dans les pro-
cessus de fixation de I'azote de 'air par Azotobacter et
les bactéries symbiotiques des légumincuses. JENSEN!
a en effet trouvé que certaines espéces de Clostridies
requitrent la présence de cet élément pour proliférer
en absence d'azote combiné et les expériences de

1 Signalons la revue récente de Vienorr et DerFreTin (Biologie
médicale §2, 319 (1963)) qui traite plus spécialement du méta-
bolisme du molybd2ne chez les animaux supéricurs et fait une large
place ) son étude toxicologique.

2 H. BorreLs, Arch, Mikrobiol, 1, 333 {1930},

3 L. Bircut-Hirscurenn, Arch. Mikrobiol, 3, 341 {1932).

4 C, K. Horngr et al., J. agr. Res, 65, 173 {1942).

8 I, C. MuLper, Plant and Soil 7, 94 {1948).

& H. Borrers, Arch. Mikrobiol, &, 13 {1937).

7 H. J. Evans et al,, Plant Physiol. 25, 555 (1950).

8 H. L. Jenskn, Proc. Linn, Soc. N.8. Wales 70, 203 {1045).

? H. L. Jensex, Proc. Linn. Soc. N.S. Wales, 72, 265 (1948).

10 A, J. Anperson, J. Austr. Inst. agr. Sci. §, 73 (1942).

1 H, L. Jensen, Proc. Linn. Soc. N.S. Wales 72, 73 (1947).
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BoRrTELS2, de FoGG® et de WoLFEM indiquent qu’il
est nécessaire a la fixation de V'azote par Anabaena
cylindrica.

D’autre part les recherches de ces derniéres années
ont permis de constater que d’auntres végétaux que les
Légumineuses peuvent fixer l'azote et que le molyb-
déne est indispensable a cette fixation. A titre d’exem-
ple citons ici les travaux sur la fixation de 'azote par
Alnus glutinosa® et par Myrica gale's, Le Tableau 1
emprunté i une revue récentel? fournit la liste des or-
ganismes dont on sait actuellement qu’ils fixent 1'azote,
et qui requiérent le molybdéne et le fer pour la fixation.

Le role biologique du molybdéne ne se limite pas a
celui qu'il joue dans le processus de fixation de 'azote.
En 1936 STEINBERG!®1? décrivit les résultats d'expé-
riences effectuées a 'aide d’Aspergillus niger. Lorsque
l'on cultive cet organisme sur un milien contenant des
nitrates comme source d’azote, I'absence de molybdéne
provoque une diminution considérable (969%;) du rende-
ment en mycélium. Par contre lorsque c’est l'am-
moniaque qui constitue la source d’azote, I'absence de
molybdeéne est pratiquement sans effet. Le fait que le
molybdéne est essentiel & I'utilisation des nitrates par
Aspergillus a été confirmé ensuite par MULDER® et par
NicHoLAs et al.?®. STEINBERG suggéra que le besoin
réduit en molybdéne observé chez Azofobacter quand
l'azote combiné est substitué A l'azote gazeux, et le
fait qu’ Aspergillus ne requiert pas cet élément lorsqu'il
utilise 1'azote de 'ammoniaque au lieu de azote de
nitrate, pouvaient avoir une signification commune.

La découverte de STEINBERG stimula la recherche
d'un role possible du molybdéne pour la croissance des
plantes supérieures et en 1939 ARNON et Stoutr?
réussissaient & produire des déficiences molybdiques
chez la tomate tandis que PrpER?? décrivait peu aprés
des symptomes de cette méme déficience dans 'avoine.
11 a été montré depuis?23-26 que le molybdéne est in-
dispensable & de nombreuses espéces de plantes. On
en trouvera ci-dessous 'énumération: le chou-fleur, le
chou, la moutarde, le tréfle incarnat, 1a luzerne, le pois,
le haricot, le riz, I'orge, le rutabaga, la betterave a
sucre, le lin, le célerd, le radis, la carotte, la pomme de
terre? 2427 le citronnier 2 et le tabac?8,

Il est généralement admis que les plantes supérieures
sont sembilables & Aspergillus niger en ce qu'elles re-
quiérent des quantités beaucoup plus considérables
de molybdéne pour Y'utilisation des nitrates que pour
Y'utilisation de composés plus réduits tels que Y'urée ou
Pammoniaque 2. Chez les plantes carencées les ni-
trates s’'accumulent et la teneur en protéines est ré-
duite®7. De méme il a été trouvé que la carence molyb-
dique des algues provoque l'inhibition de la réduction
des nitrates, l'accumulation de glucides et d’autres
symptomes typiques d'un trouble du métabolisme
azoté. Lorsque la source d’azote est constituée par
I'ammoniaque ou l'urée on ne constate pas de besoin
pour le molybdéne®-32 comme nous 'avons vu plus

Articles généraux ~ Ubersichtsreferate

ExpErIENTIA X XI/4

haut. Ceci signifie que I'un des réles do molybdéne dans
le métabolisme des végétaux doit étre associé plus ou
moins directement avec la réduction des nitrates et on
verra plus loin qu’il en est bien ainsi.

Cependant il a ¢té montré clairement que certaines
plantes, en particulier le citronnier et le chou-fleur,
requiérent le molybdéne méme lorsqu’elles sont culti-
vées sur d’autres sources d’azote que les nitrates; des
modifications biochimiques profondes sont provoquées
dans des tissus qui ne sont apparemment pas associés
au métabolisme des nitrates et on peut en déduire que
le molybdéne est impliqué dans d’autres processus, qui
restent 4 élucider.

Tableau I. Organismes fixant 'azote de lair

Aérobies Anaérobies
Symbiotes  Hétéro-  Photo- Hétéro- Photo-
trophes autotrophes trophes autotrophes
Légu- Azoto- Nostoc Clostridium  Chromativm
mineuses bacter
Alnus Pseudo- Calothrix  Aerobacter Rhodospirillum
monas aerogenes rubrum
Elaeagnus Nocardia
Hippophaé  Pulla- Bacillus Rhodo-
laria polymyxa microbium
vannielis
Shepherdia Desulfovibrio  Rhodopseudo-
desulfuricans monas
Casuarina Achromo- Chlorobium
bacter
AMyrica Methano-
bacterium
Coriaria
Ceanothus

1z ¥, BorrELs, Arch. Mikrobiol. 11, 155 {1940},

18 G, E. Foos, Ann. Bot. 13, 241 (1949).

13 M, Worre, Ann. Bot., 18, 299 (1954).

15 1, H, Becxing, Nature 192, 1204 {1961).

1% G. Bonp et E. J. Hewitr, Nature 190, 1033 (1961).

17 1.. E. MorteNsoN, in The Bacteria (Ed. 1. C. GuwsaLus et R. Y.
Stanier, Academic Press, New York 196%2), vol. 111, p. 119.

18 R, A. STEINBERG, J. agr. Res. 52, 439 (1936).

1% R, A. STEINBERG, J. agr. Res. 55, 891 (1937).

20 D, 3. D. Nicrovas et al., J. biol. Chem. 207, 341 (1954).

2 D, 1. ArNon et P. R. Stour, Plant Physiol. 14, 599 (1939).

28 C, S. PrpER, J. Austr. Inst. agr. Sci. 6, 162 (1940).

2 E, J. Hewitr et E. W. Joxgs, J. Pomol. Hort, Sci. 23, 254 (1947).

2 £, J. Hewirr et E. W. JoxEs, Ann, Rept, Agr. Hort. Res. Sta,,
Long Ashton, Bristol (1948}, p. 81,

25 W, R, MeAGHER et al., Plant Physiol. 27, 223 (1952).

2% R, A, STEINBERG, Plant Physiol. 28, 319 (1953).

27 E, J. Hewrrt, Ann. Rev. Plant Physiol. 2, 25 (1951).

28 A. P. VaxsLow et W, P. DatTta, Soil Sci. 67, 363 (1949).

2% S, C. Acarwara, Nature 169, 1099 (1952).

3 D, I. ArNONX et al., Physiol. Plant. 8, 538 (1955).

31 J. B. WaLkER, Arch. Biochem. Biophys. 46, 1 {1953).

32 P, 8. Icuioka et D. 1. ArNoN, Physiol. Plant. 8, 552 (1955).
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111. Réle du molybdéne dans la réduction des niirates

Les nitrates, qui constituent pour les plantes la
source principale d’'azote, sont formés par nitrification
biologique de 'ammoniaque. Du fait de sa toxicité
Vammoniaque ne sert que rarement de source satis-
faisante pour les plantes supérieures, et bien que les
nitrites et les acides aminés puissent étre utilisés, ils
sont moins efficaces que les nitrates®.

Par contre les microorganismes utilisent plus fré-
quemment 'ammoniaque, source d’azote pour de nom-
breux champignons et bactéries qui ne peuvent utiliser
aussli bien les nitrates. La suppression de l'assimilation
des nitrates par 'ammoniaque est un phénoméne ré-
pandu chez de nombreuses moisissures® et chez les
algues® et il se pourrait qu’il ait une valeur adaptative
dans les habitats naturels.

Quelques espéces de microorganismes utilisent les
nitrates comme accepteurs finaux d’hydrogéne mais ne
T'utilisent pas plus avant comme source d’azote pour
la croissance. Alors que les bactéries dénitrifiantes ré-
duisent les nitrates jusqu’au stade N,, d'autres telles
Escherichia coli et Pseudomonas les utilisent soit a la
place d’oxygéne comme oxydant, soit comme source
d’azote quand nul autre composé azoté n’est fourni.

Depuis ces derniéres années des recherches ont été
entreprises sur l'isolement et I'étude des systémes en-
zymatiques impliqués dans l'assimilation des nitrates
chez les bactéries, les champignons et les plantes supé-
rieures. Les travaux originaux ont été effectués a I'aide
de microorganismes, en particulier de champignons.
Les travaux comparatifs qui ont suivi ont permis de
retrouver des systémes semblables chez les végétaux
supérieurs. Notons ici que la seule étude d’enzymes
isolés ne suffit pas a fournir une image adéquate des

voies physiologiques suivies et qu'il est nécessaire de-

comparer les informations fournies par ce type d’in-
vestigation aux résultats obtenus au cours d’autres
expériences physiologiques.

Citons tout d’abord quelques revues consacrées
au sujet qui nous préoccupe: celles de Nason?3®37,
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McELroY et SPENCER®, Evans®, HewiTT*® et
NicHoLAS 4144,

L’assimilation de l'azote des nitrates implique leur
réduction jusqu'a 'ammoniaque, réduction qui a pour
effet de faire passer l'état d’oxydation de I'atome
d’azote de +5 & -3, soit un changement net de 8
électrons. Le Tableau II fait correspondre aux diffé-

rents composés de l'azote ses états d'oxydo-réduction.

Tableau I1

Compost Formule Ltat d’oxydo-
réduction de
Patomed’azote

Trioxyde d'azote NO, N,O, +6

Anhydride nitrique; N,O4 HNO, +5

acide nitrigque

Peroxyde d'azote NO, N0 +1

Anhydride nitreux;  NyO, HNO, +3

acide nitreux

Oxyde nitrique; NO +2

Oxyde nitreux; N,0 H,yN,0, +1

acide hyponitreux

Azote N, 0

Hydroxylamine NH,0H -1

Hydrazine NH,;-NH, -2

Ammoniaque NH,; —3

38 B. P. Guosu et R. H. Burnis, Soil Sci, 7¢, 187 (1950).

3 A. G. Morron et A. MacMirraxn, J. exp. Bot. 5, 232 (19054).

35 M, Cramer et J. Myers, [. gen. Physiol, 32, 93 (1948),

38 A. Nason, in I'norganic Nitrogen Metabolism (11d. W. D. McELroy
et B, Grass; Johns Hopkins University Press, Baltimore 1956),
p. 108,

37 A. Nasox, Bacteriol. Rev. 26, 18 {1962).

38 W. D, McELroy et O, SPENCER, in Inorganic Nitrogen Metabolism
(Ed. W. D, McELrov ct B, Grass; Johns Hopkins University
Press, Baltimore 1056), p. 137,

# H. J. Evans, Soil Sci. 81, 199 (1956),

4§12, J. HEwirr, Biol. Rev, 34, 333 (1959).

41, I. D. Nicuotras, }. Sci. Food Agr. 8, Suppl., 15 {1957},

42 D. J. D. NicuoLas, Ann. Bot, 21, 587 {1957),

43 D. J. D. NicitoLas, in Utilization of Nitrogen and its Compounds
by Plants, Symp. Soc. exp, Biol. (Academic Press, New York
1959), vol, XII1I, p. 1,

44 D, J. D. Nicuoras, Ann. Rev, Plant Physiol, 12, 63 (1961).

Tableau III. Etapes de la réduction des nitrates en ammoniague

DPNH
Donateurs d’électrons ou >

TPNH

FAD »
Cofacteurs Pyridoxine Pyridoxine Pyridoxine?
Métaux Mo Cu Fe Mg Cu Fe Mg Cu Fe Mg

2w 2 2¢ 2¢

Etat d’oxydo-réduction NO, » NO, » N,O, » NH,OH » NH,
Etat de l'atome d’azote + 35 > 43 - 41 »>—1 -m —3
Besoin en phosphate Non spécifique Spécifique Spécifique Non spéeifique

Besoin en groupe SH

A 4
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Les systémes enzymatiques qui catalysent la réduc-
tion des nitrates en ammoniaque par l'intermédiaire
des nitrites et de I'hydroxylamine ont été mis en évi-
dence chez les bactéries, les champignons et les plantes.

Ce sont les nucléotides pyridiniques, diphospho et
triphosphopyridine nucléotides réduits (DPNH et
TPNH) qui jouent le réle de donateurs d’électrons. La
flavine-adénine dinucléotide (FAD) intervient dans le
transfert des électrons et chaque étape de la réduction
parait étre catalysée par un enzyme de nature métallo-
flavoprotéique.

Les séquences principales qui ménent des nitrates 4
Pammoniaque sont résumées dans le Tableau III em-
prunté & NIcHOLAS?,

- La premiére étape de cette séquence consiste donc
en la formation de nitrite & partir de nitrate. Clest
BuRsTROM® qui le premier constata que les nitrates
ajoutés a des homogénats de racines sont réduits par
voie enzymatique mais il n'identifia pas les produits de
Ia réduction. Cest ce que put faire DELWICHE*® qui
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de dialyser les préparations enzymatiques contre un
mélange de cyanure et de glutathion. Or ces prépara-
tions dialysées, et dont le cyanure a été éliminé, sont
incapables de catalyser la réduction des nitrates: 'ad-
dition au milieu d’incubation de molybdate de sodium
ou de trioxyde de molybdéne permet de retrouver 859%,
de l'activité des préparations non-dialysées. Aucun
autre élément ne peut remplacer le molybdéne.

Evans® a confirmé ces résultats en étudiant la
nitrate réductase extraite de feuilles de soja. Il a montré
que le molybdéne marqué 4 'aide du radioisotope *Mo,
s’accumule dans les fractions dont 'activité est la plus
élevée. L'utilisation de la méme technique de dialyse
que celle employée par NicHOLAS et NasoN*? lui permit
de confirmer que le molybdéne réactive I'apoenzyme.

Nicroras et NASON ont suggéré que le transfert des
électrons catalysé par les nitrate-réductases extraites
de Neurospora crassa, de quelques souches bacté-
riennes, telles Escherichia coli et de plantes supérieures
pourrait s'effectuer de la fagon suivante:

DPNH + H+t
ou ——~—— FAD <——,—» Mob+ + 2¢ —~,— NO;
h'd e ~ 3
+ Y
TPNH + H ] I ;
i | i
DPN+ 1
ou <> FADH, —N— Mob+ «——"-> NOj + H,0
TPN+

trouva que des extraits acellulaires obtenus 4 partir de
racines et de feuilles réduisent les nitrates et les nitrites
marqués 4 l'azote lourd N, jusqu’au stade de l'am-
moniaque. Ce furent finalement Evans4” et Nason
qui isolérent et purifiérent & partir de champignons et
de plantes supérieures un enzyme de nature flavo-
protéique qui catalyse la réduction des nitrates en
nitrites.

Les donateurs d’électrons sont le TPNH pour les
champignons, le DPNH pour les bactéries et I'un ou
P'autre de ces coenzymes pour les plantes supérieures.

Il semble que dans tous les cas la flavine soit le
FAD.

Les expériences ont montré que pour chaque molé-
cule de TPNH oxydée il y a formation d’une molécule
de nitrite, suivant I’équation:

NO,~ + TPNH + H+ —» NO,~ + TPN+ + H,0

L’activité de l'enzyme qui catalyse cette réaction est
inhibée par les inhibiteurs des métaux et il revenait &
NICHOLAS et al 244852 de démontrer que le molybdéne
est un composant spécifique et fonctionnel de 'enzyme.
Ils montrérent tout d’abord qu’au cours de la purifica-
tion de I'enzyme, seul le molybdéne, & Vexclusion des
autres métaux, se trouve dans les fractions dont
Vactivité est la plus grande. En outre, le molybdéne
peut &tre séparé des fractions purifiées si on prend soin

Cette conception est en accord avec le fait que le
DPNH peut étre remplacé par un composé flavinique,
FAD ou flavine-adénine-mononucléotide FMN, réduit
ou par une solution de molybdate de sodium réduit par
I'hydrosulfite. Ainsi, Vapport exogéne de molybdéne
permet la réduction enzymatique du nitrate.

La séquence proposée est également en accord avec
le fait que l'enzyme dialysé qui est pratiquement dé-
pourvu de molybdéne, est capable de catalyser la ré-
duction du FAD par le DPNH, mais est incapable de
catalyser la réduction des nitrates par le FAD * H,
formé. Restait & déterminer, en particulier, 1'état de
valence du molybdéne. La chromatographie sur papier
de la solution de molybdate de sodium réduit par le
dithionate permet de constater’:% que le composé

45 H. BursTROM, Planta 36, 129 (1939).

4 ¢, C. Devwicne, }. biol. Chem. 189, 167 (1951).

47 H, J. Evars et A. Nason, Plant Physiol. 28, 233 (1953},

48 A, Nason ct H. J. Evans, J. biol. Chem. 262, 655 {1953).

4 D, J. D. Nicgoras et A, Nasox, J. biol, Chem. 267, 353 {1954).

5 D, §. D. Nicuoras et A. Nason, J. biol. Chem. 271, 183 (1954}.

51 D, J. D, Nicuoras et A, NasoN, Plant Physiol. 30, 135 {1955).

52 D, J. D. Nicoras et A. Nason, J. Bacteriol. 69, 580 (1955).

53 H. J. Fvans et N. S. HaLy, Science 122, 922 (1955).

5¢ D, J. D. Nicrroras et H, M. SteEvens, Nature 176, 1066 (1955).

55 D. J. D. Nicaoras et H. M. STEVENS, in Inorganic Nitrogen Meta-
bolism (Ed. W. D. McELROY et B. GLass, Johns Hopkins Univer-
sity Press, Baltimore 1956}, p. 178.
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molybdique dont I'état de valence est le plus réduit
est le Mo+, Isolé des autres composés molybdiques
par chromatographie sur colonne, le pentachlorure
MoS5+ joue effectivement le réle d'un donateur d'élec-
trons efficace pour la réduction enzymatique des
nitrates. D’autres états de valence du molybdéne ont
également été préparés. Ainsi le Mo*+ qui n’est stable
que dans l'éthanol concentré et qui redonne facile-
ment Mo+ et Mo+ en présence de traces d’eau. Il est
par conséquent trés improbable que le Mo#t puisse
&tre impliqué dans un processus physiologique quel-
conque. Quant & Mo®t, préparé A partir de Mo®+ par
réduction avec de la poudre de zinc, il réduit le nitrate
en nitrite par un processus non-enzymatique. En outre
Mo+ est oxydé instantanément par Mo%*, Fe®+ et Cu?*
que l'on trouve toujours dans les cellules de plantes, et
le pouvoir réducteur de ces cellules est insuffisant pour
effectuer la réduction de Mo®+ en Mo+,

Ainsi tout plaide en faveur de l'intervention de
MoS+ et Mo5+ et I'une des fonctions du molybdéne de
I'enzyme pourrait étre de coupler la flavine au nitrate
par changement d'un électron de Mo®+ & Mo®* qui est
ensuite réoxydé par le nitrate accepteur.

La nitrate-réductase requiert en outre la présence
de phosphate qui peut étre remplacé complétement par
le tellurate, 'arsenate et le sélénate, et & un moindre
degré par le silicate et le sulfate®. Il est possible que
ces éléments puissent former des complexes avec le
molybdéne de 'enzyme car les rayons atomiques des
anions de remplacement qui varient entre 2,4 et 2,8A
sont du méme ordre de grandeur que le rayon de
I'atome de phosphore (2,76 A). Kinsky et McELROY
ont montré que le phosphate est essentiel 4 I'action de
la nitrate-réductase et qu’il accélére le transfert des
électrons en se combinant au molybdéne de 'enzyme.

Il importe maintenant de savoir si les enzymes mis
en évidence dans les extraits de plantes ont ou non un
role physiologique, sinon les recherches enzymatiques
n'auraient que peu de valeur pour notre compréhension
du métabolisme des nitrates.

Notons tout d’abord que la nitrate-réductase, carac-
térisée chez Neurospora, semble étre largement distri-
buée. Des enzymes du méme type ont en effet été mis
en évidence chez les végétaux 3513867 chez Asper-
gillus niger, chez la levure Hansenula anomala®®, chez
Escherichia coli®® et dans les cellules de Rhizobium
isolées des nodosités du soja®. Plus récemment
CHENIAE et EvaNs™ ont inoculé des plantules de soja
avec des cultures pures de Rhizoblum japonicum et les
ont cultivées aseptiquement en milieu dépourvu d’azote
combiné. Ils ont constaté qu’il y a formation d'une
nitrate-réductase active dans les nodosités bacté-
riennes et que lactivité de cet enzyme dépend du
molybdéne. Il semble y avoir ici corrélation entre
P'activité de la nitrate-réductase et la capacité de fixer
I'azote.
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Ces nitrate-réductases ne différent entre elles que
par leur spécificité vis-a-vis des nucléotides pyridi-
niques réduits et par la facilité avec laquelle la flavine
peut étre dissociée de I'apoenzyme. Stoy™ a trouvé
que la riboflavine photoréduite est un donateur d’élec-
trons efficace pour la réduction de nitrates catalysée
par un enzyme extrait de feuilles de blé et purifié, et
selon MEDINA et de HEREDIA, ]a vitamine K pourrait
jouer le role de transporteur d’électrons additionnel
pour la réduction des nitrates chez Escherichia coli.

Ainst cet enzyme est important du point de vue
physiologique du fait qu’on le trouve chez de trés nom-
breux organismes. Dans la plupart des cas il requiert
le molybdéne pour son fonctionnement et cet élément
semble également nécessaire 4 sa formation. C'est ainsi
que selon HEWITT et al. 8.9 la nitrate-réductase peut
étre indnite chez le chou-fleur et d’autres plantes
carencées en molybdéne quelques heures aprés qu'on
ait procédé a l'infiltration de ce métal dans les feuilles.
D’autre part on sait que les déficiences molybdiques
provoquent chez les plantes 'accumulation de nitrates,
une formation réduite d’acides aminés et une diminu-
tion de la synthése de protéines. Parallélement il y a
réduction de I'activité de la nitrate-réductase?.73-%,

Enfin des recherches génétiques effectuées 4 I'aide
de souches mutantes de Neurospora ont confirmé 1'im-
portance de cet enzyme: incapables de proliférer sur
des milicux contenant des nitrates, les cellules de ces
souches ne contiennent pas de nitrate-réductase.

Ajoutons pour terminer que la formation de l'en-
zyme chez Neurospora et E. coli requiert la présence
de nitrates ou de nitrites dans le milieu de culture, la
nitrate-réductase étant absente des organismes dont
la seule source d’azote est constituée par 'ammo-
niaque. Il en est de méme chez les plantes supéricures:
la nitrate-réductase est induite par les nitrates dans
les semences de riz%, chez le chou®, dans les embryons

5130 3. D Nienotas ot J. L Scawrwn, Nature 178, 1174 (1956).

57 8. Kinsky et W, ). McELrovy, Arch. Biochem. Biophys. 73, 466
(1058),

W 15, I Hewirr et al,, Ann. Rept. Agr. Hort, Res, Sta,, Long
Ashton, Bristol (19565), p, 202,

%W, I, ANACKER et V. Stov, Biochem. Z. 330, 141 (1958).

8 R, H. Hageman et 1) Fresuer, Plant Physiol. 35, 700 (1960).
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excisés de Capsella bursa-pastoris et du blé®?, chez le
mais®® et la tomate®.

Il a surtout été question jusqu'ici du role que joue
Ie molybdene dans l'assimilation de l'azote des nitrates.
Mais ce métal intervient aussi dans les processus de
dissimilation et 13 aussi c’est la nitrate-réductase qui
est en jeu. C'est ainsi que selon FEWSON et NICHOLAS ™S,
la culture de Pseudomonas aeruginosa dans des milieux
carencés en fer Fe?+ ou en molybdéne Mo%+ conduit &
Vobtention de cellules dont la teneur en nitrate-
réductase est réduite. L'addition de ces métaux aux

Donateurs d'H,

deshydrogénase
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peut proliférer en hétérotrophe ou en autotrophe en
utilisant soit Uoxygéne, soit les nitrates comme accep-
teurs terminaux d’électrons. La nitrate-réductase, qui
dépend pour son fonctionnement du DPNH, n’est
active que dans les cellules ayant proliféré en présence
de molybdéne et de nitrate, alors méme que d’autres
systémes enzymatiques tels que ceux qui catalysent la
respiration aérobie sont inactifs.

Les résultats de 'étude de FEWsoN et NICHOLAS sur
I'bydrogénase et sur la nitrate-réductase de AMicro-
coccus les ont amenés A proposer le schéma suivant:

. Mo
nitrate-réductase  ——» NO;~

DPN+ —> flavoprotéine —» cytochrome ¢

hydrogénase

H,

cellules carencées provoque un accroissement de I'ac-
tivité enzymatique. Les auteurs ont également montré
que les teneurs en molybdéne, en fer et en cuivre des
cellules cultivées dans des conditions de dénitrification
sont supérieures 2 celles que Von trouve dans les cel-
lules cultivées en aérobiose, L’addition de fer, de
molybdéne ou de cytochrome ¢ aux homogénats pré-
parés a partir de cellules carencées est sans effet sur
leur activité mais on peut constater qu'au cours de la
purification de la nitrate-réductase, le molybdéne et
le fer sont concentrés dans les fractions les plus pures.
L’enzyme purifié 115 fois & partir des extraits de cel-
lules dénitrifiantes requiert le DPNH pour son fonc-
tionnement et contient du FAD, du cytochrome ¢ et
du molybdéne.

La nitrate-réductase purifiée permet d’obtenir des
signaux de résonance paramagnétique électronique
{ESR) aprés addition de DPNH et de nitrate. Ces
signaux sont interprétés par les auteurs, et par analogie
avec les résultats de Bray et al. 7% comme étant dus,
T'un 3 la formation du radical libre semiquinone du
FAD, I'autre 2 la forme réduite de Mo®+. Les résultats
indiquent donc qu'il y a production, au cours de la
réduction des nitrates, d’une forme semiquinone libre
du FAD, et que le molybdéne lié 4 enzyme subit un
changement de valence impliquant vraisemblablement
Mob+ et MoS+.

La séquence des électrons serait la suivante:

DPNH —>» FAD —» Cytochromec —» Mo+ —>» NO;~

v

Cytochrome oxydase

v

O,

Des résultats similaires ont été obtenus par les
mémes auteurs sur Micrococcus denstrificans™, qui

T

cytochrome oxydase —> O,

Enfin des expériences récentes réalisées 4 l'aide de
Neurospora crassa fournissent la méme image®. Deux
ou trois jours aprés 'ensemencement les hyphes mycé-
liens sont submergés et la croissance s’effectue en semi-
anaérobiose. Les nitrates sont alors métabolisés rapide-
ment jusqu’au stade des nitrites qui s'Taccumulent dans
le mycélium et dans le milien. On peut & ce stade
mettre en évidence une nitrate-réductase qui requiert
le fer et le molybdéne pour son activité. Au bout de 3
a 4 jours de croissance les hyphes deviennent aériens,
la croissance est aérobie et les nitrites sont alors
utilisés. A ce stade, seule la carence en molybdéne a
un effet le besoin en fer étant aboli.

L’essentiel des résultats obtenus peut étre schéma-
tisé comme suit 78:

Assimilation
DPN
ou — » FAD ———>» Mo+ >  NO,~
TPN
T \ /)"
Donateurs cytochromes cytochrome 0O,

d’hydrogéne oxydase

Dissimilation

Comme nous avons déja eu l'occasion de le voir, la
nitrate-réductase extraite de E. coli intervient dans la
respiration des nitrates et non dans leur assimilation.

% C. A. Fewson et D. J. D. Nicuoras, Biochim. biophys. Acta 49,
335 (1961).

77 R. C. Brav et al., Biochem. J. 73, 193 (1959},

78 R. C. BraY et al., Biochem. J. 81, 178 (1961).

7 C. A. FEwson et D. J. D. Nicuoras, Biochim, biophys. Acta 48,
208 (1961).

80 G, C. WALKER et D. J. D, Nicuoras, Nature 189, 141 (1961).
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Elle est donc du type de celles que nous venons de dé-
crire. TaNIGUCHI et ITAGAKI®L®2 ont réussi & purifier
cet enzyme et A 'obtenir dépourvu de flavine et de
cytochrome b;. Son poids moléculaire est de 'ordre du
million et il contient 1 atome de molybdéne et environ
40 atomes de fer liés par molécule. Selon IipA et
Yamasaki® la nitrite-réductase extraite du méme or-
ganisme contiendrait également du molybdéne et du
fer.

Si donc l'on compare les propriétés des nitrate-
réductases qui interviennent dans l'assimilation des
nitrates (type Neurospora) a celles des nitrates-réduc-
tases du type respiratoire (E. colt) on constate que les
deux systémes ont une caractéristique fondamentale
commune: le molybdéne fait partie de ces enzymes et
est nécessaire a leur fonctionnement. Il apparait ainsi
que le molybdéne est un composant nécessaire des en-
zymes qui catalysent la réduction des nitrates: nitrate-
réductase de Neurospora, des plantes supérieures et de
E. colt et, comme on le verra plus loin, de la xanthine-
oxydase du lait et du foie, et de ’aldéhyde-oxydase.

Il a déja été question de la nature inductible des
nitrate-réductases du type Newrospora. PICHINOTY et
D’'ORNANO® 8 ont montré que la formation de nitrate-
réductase dans les cellules d’derobacter aerogenes
anaérobie est également inductible et due a une syn-
thése de novo de 'enzyme a partir des amino-acides
libres. La formation induite de I'enzyme par les nitrates
ou les nitrites est stimulée par I'addition d'un hydro-
lysat de caséine et inhibée par le chloramphenicol.
L’oxygéne moléculaire inhibe A la fois l'activité de
I'enzyme et sa formation ce qui confirme les données
antérieures de PoLLocK obtenues & l'aide de E. cols8®.
Ceci est en accord avec le fait que la dénitrification est
trés faible en aérobiose.

IV. Réle du molybdéne dans la fixation de I'azote

On a vu dans la partie historique de cette revue que
c’est & P'occasion de recherches effectuées a l'aide
d’organismes fixant l'azote de l'air que le réle bio-
logique du molybdéne a été découvert. Donnons a
titre d’exemple les résultats obtenus par BonND et
HewiTT 6, sur Myrica gale cultivée en présence ou en
absence de molybdéne, en absence d’azote combiné.
Aprés la formation des nodosités, la croissance des
" plantes cultivées en présence de molybdéne est vi-
goureuse alors qu'elle est trés nettement retardée
lorsque cet élément n’est pas ajouté au milieu de cul-
ture: on constate alors des symptomes de déficience
azotée, la taille des plantes étant réduite et les feuilles
étant vert-pile. Récoltées aprés le méme temps de
culture, les plantes ayant été cultivées en présence de
molybdéne ont une teneur en azote total de 15 mg
par plante alors que la valeur correspondante pour les
plantes carencées est de 3: la fixation de I'azote par
les nodosités, ol s’accumule le molybdéne, est donc 5
fois plus efficace lorsque 1'élément est présent.
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D’autre part les études biochimiques ont montré
que chez Azolobacter, c’est 'ammoniaque qui est le
produit de la fixation de I'azote et que cette substance
sert de matériau de base pour la synthése des acides
aminés. En effet si Azofobacter vinelandii est exposé
pendant un court instant, 13 4 15 min, & de l'azote con-
tenant du 18N, la plus grande partie de ce dernier se
retrouve dans l'acide glutamique, la glutamine et
P'acide aspartique®?.

11 s’agit 1a, semble-t-il, d’'un systéme général et les
recherches effectuées 4 l'aide de préparations acellu-
laires permettent également d’obtenir de I'ammo-
niaque A partir de 'azote fixé, comme on le verra plus
loin,

Le molybdéne est seul a étre spécifiquement et con-
stamment associé au mécanisme de la fixation. C'est
pourquoi I'élucidation du réle exact qu'il joue dans ce
processus ne peut précéder la compréhension du mé-
canisme de la fixation, mécanisme dont la nature est
encore obscure.

Cependant les recherches de WiLsoN, BURRIS et
al.8-% gnt mis en évidence un certain nombre de faits
qui sont non seulement en relation avec le mécanisme
de la fixation de 'azote mais qui suggérent également
comment le molybdéne y intervient.

Parmi les travaux qui ont précédé ces découvertes
il convient de citer I'observation selon laquelle I’hydro-
géne moléculaire inhibe la fixation de l'azote par
Azotobacter, Nostoc et le Tréfle rouge®. L'analyse de la
nature de l'inhibition indiquait que I'hydrogéne entre
en compétition avec l'azote pour le centre actif d'un
enzyme catalysant la fixation. Il avait été également
établi que Azotobacler®, certaines espéces de Clostri-
dies® et Rhodospirillum rubrum®, qui tous fixent
I'azote, possédent un enzyme qui active spécifiquement
I'hydrogéne suivant la réaction:

H, —= 2H* + 2¢

Cette hydrogénase n’a pas de spécificité quant 2
I'oxydant, les électrons pouvant étre transférés a partir
de H, sur des colorants, le cytochrome ¢, les nitrates,
les nucléotides pyridiniques, 'oxygéne ou le ferri-

8L S, TaNtcucir et E. ITacaki, Biochim. biophys., Acta 31, 294
(1959),

82 S TanrcucHl et E, ITacaki, Biochim. biophys. Acta 44, 263
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cyanure® %, Le fait que I'hydrogénase est inductible
par l'azote plutét que par l'hydrogéne® suggéra
qu’elle était associée A la fixation de l'azote chez A4zo-
tobacter, hypothése renforcée quand il fut trouvé que la
concentration en hydrogénase est plus grande lorsque
les cellules d’Azotobacter fixent activement l'azote®.
Une étude plus récente® a permis de constater que
Pactivité hydrogénasique des cellules d’Azotobacter
proliférant en présence d’azote combiné (chlorure
d’ammonium ou nitrate de potassium) est beaucoup
plus faible que chez les cellules fixant 'azote. D’autre
part s’il v a une relation entre 'hydrogénase et la
nitrogénase on doit s'attendre a ce que des cellules
mutantes ayant perdu la capacité de fixer l'azote
soient dépourvues d’hydrogénase, et c’est ce qui a été
effectivement trouvé %,

L’association entre I'hydrogénase et le systéme
fixant 'azote ressort également de ce que la photo-
production d’hydrogéne par des organismes des groupes
Athiorhodacea et Thiorhodaceae est inhibée par l'azote
et 'ammoniaque et cette observation devait mener a
établir que ces organismes sont capables de fixer
l,aZOte 93, 99, 100.

Pendant plusieurs années cependant le réle de I'hy-
drogénase dans le processus de fixation de 'azote fut
mis en doute du fait qu’il n’était pas possible de dé-
montrer l'existence de cet enzyme dans les nodo-
sités101, 11 fut pourtant trouvé au cours d’expériences
ultérieures!®® que des préparations faites a partir de
nodosités du soja qui sont capables de fixer I'azote 03,
subissent une modification de leur spectre d’absorption
quand on les met en présence d’hydrogéne. Ceci indi-
quait donc que I'hydrogéne doit jouer un rdle dans ce
systéme symbiotique mais il fallut attendre les expé-
riences de HocH et al.10%1%5 pour que ce role soit pré-
cisé. Ces auteurs tentaient de déterminer si le deute-
rium D, peut étre échangé avec I'hydrogéne combiné
pour fournir du HD. Ils trouvérent qu’il en est bien
ainsi mais qu’en outre il y a libération de H,. L'analyse
détaillée de cette libération d’hydrogéne montre qu’elle
dépend de la présence d’oxygéne, que les coupes ob-
tenues A partir des nodosités sont beaucoup moins
actives et les nodosités broyées complétement inac-
tives, comportement semblable 4 ce qui se passe pour
la fixation de l'azote. En outre la capacité qu'ont les
nodosités de libérer de 'hydrogéne va de pair avec leur
capacité a fixer 'azote, et le systéme présente les
mémes caractéristiques que celles qui existent chez les
microorganismes. C'est ainsi que lazote inhibe la
libération d’hydrogéne, ce qui évoque le cas de bac-
téries photoréductrices9% 99100 et qu’il en est de méme
de 'oxyde nitreux N,O connu pour inhiber de facon
compétitive la fixation de 'azote%8. Par contre I'azote
est requis pour la formation de HD a partir du deu-
terium et d'un donateur d’hydrogéne alors que N,O
qui inhibe et la libération d’hydrogéne et la fixation
d’azote, est sans action sur la réaction d’échange entre
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le deutérinm et I'hydrogéne qui est complétement
bloquée par le monoxyde de carbone. Tout se passe
commie si I'azote était adsorbé A la surface de 'enzyme
puis hydrogéné et que ce soit & ce niveau qu’ait lieu la
réaction d’échange. Le monoxyde de carbone inhiberait
cette hydrogénation, et par conséquent 'échange, en
se liant au site actif qu’il bloquerait.

L’association entre 'hydrogénase et la nitrogénase,
si bien mise en évidence chez les microorganismes, se
retrouve donc dans les nodosités du soja ce qui permet
de conclure que 'hydrogénase joue un rdle dans le
processus de fixation de I'azote.

Les recherches effectuées dans ce domaine ont pris
un aspect nouveau depuis qu’il est possible d’étudier
la fixation de l'azote par des systémes acellulaires1%107,
Les premiers résultats vraiment convaincants sont dus
4 CARNAHAN et al. utilisant des extraits obtenus 2
partir de Clostridium pasteurianum%%10% et les résul-
tats ont été rapidement confirmés tant sur le méme
organisme ¢ que chez Rhodospirillum rubrum et Masti-
gocladus laminoseus 1011, On a décrit aussi la fixation
de lazote par des extraits acellulaires d’autres or-
ganismes tels que Azotobacter vinelandii™2, Bacillus
polymyxal’® et Chromatinm 134,

Les propriétés du systéme de fixation ont été par-
ticuliérement étudides & Vaide d’extraits de C. pa-
steuriarnm. Ces extraits ne fixent rapidement l'azote
qu’en présence de pyruvate. 1l s’agit d'un processus
complexe puisqu’il implique la dégradation phos-
phoroclastique du pyruvate ot intervient le fer, le
manganése ou le magnésium, le pyrophosphate de
thiamine, le phosphore et le coenzyme A; la flavine-
adénine-dinucléotide, un dérivé de la vitamine B, et
la biotine semblent également étre nécessaires a cette
réaction. De tous ces composants seul le coenzyme A
accroit la vitesse de fixation; les autres substances se
trouvent probablement en quantités non-limitantes.

9% A, L. Suvuc et al., in Inorganic Nitrogen Metabolisin (Ed. W, D.
Mclrroy et B, Grass; Johns Hopkins University DPress, Balti-
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D’autres corps dont on sait qu'ils sont requis par les
cellules entiéres pour fixer I'azote, tels le fer, le molyb-
déne et le calcium n'ont pas d’effet. Eux aussi doivent
se trouver en quantité suffisante dans les préparations.
Effectivement méme aprés avoir été dialysées contre
un agent chélateur, les protéines de l'extrait con-
tiennent encore du molybdéne, du fer et du calcium.

Le systéme étudié catalyse la formation de NH; a
partir de N, mais jusqu’a présent il n’a pas été possible
d’isoler les intermédiaires qui se forment au cours des
réactions. Par contre la purification des extraits en-
zymatiques a déja permis d’obtenir deux fractions qui
sont toutes deux requises pour la fixation mais dont
I'une contient les enzymes pour la conversion du pyru-
vate en acétylphosphate, CO, et H,: c'est le systéme
donateur d’hydrogéne, alors que l'autre ne catalyse
pas la dégradation du pyruvate: c'est le systéme
activant l'azotel%19%115 } ’analyse de la fraction qui
catalyse la dégradation du pyruvate permet d’en isoler
une protéine, la ferredoxine, qui joue le réle d’intermé-
diaire entre la deshydrogénase de I'acide pyruvigque et
I'hydrogénase!$. Cette protéine stimule fortement la
production d’hydrogéne & partir de I'acide pyruvique
mais il n’est pas certain qu’elle couple directement la
réaction phosphoroclastique aux réactions qui ménent
a la fixation de I'azote.

L’ensemble des données actuelles peut étre schéma-
tisé de la fagon suivante!?:

Systéme de fixation de V'azote

Systéme d’activation
de l'azote (E)

Systéme donateur
d’hydrogéne

-
Nitrogénase activée \\\
\
N
| \
\ pyruvate
\
E* \
N
\
Ay
B \
A
\\\
E - (-N=N-) \
by ‘r
|« (H) + ~PO,
Y HH =
E - (-N-N—) 7 lhydrogénase
b—
H,
E + NH,

11 ne fait pas de doute que la possibilité d’étudier la
fixation de l'azote A l'aide de systémes acellulaires
constitue un pas décisif pour notre compréhension du
mécanisme de ce processus. On peut s’attendre 4 ce que
des progres rapides soient faits dans ce domaine tant
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en ce qui concerne la nature des produits intermédiaires
entre 'azote atmosphérique et I'ammoniaque qu’en ce
qui concerne les enzymes et les cofacteurs qui y par-
ticipent. Les résultats de ces ¢tudes nous permettront
de faire un choix entre les divers schémas de mé-
canismes qui ont été proposés jusqu'ici et que nous
allons décrire bri¢vement maintenant.

Selon SHUG tout d’abord ™ I'hydrogénase serait une
flavoprotéine dont V'action serait couplée & la réduc-
tion de I'azote adsorbé:

(a) Hydrogénase

—_—
~———

H, + TFlavine — Enzyme H, - Flavine — Enzyme

(b) Nitrogénase
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N, + M-M— / \
M M
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5
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v
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En présence d'acide adénosine triphosphorique
(ATP) fournisseur d'éncergie il y aurait formation d’un
composé hydrogéné de 'azote couplé aux métaux (M),
composé qui fournirait finalement de 'ammoniaque.
Les métaux impliqués seraient le fer et le molybdéne.
L’hypothése de la nature flavoprotéique de I'hydrogé-
nase reposc sur le fait que l'enzyme purifié contient
un composé¢ flavinique et qu'il y a réduction lorsque
cet enzyme est mis en présence d'azote. Le couplage
entre I'hydrogénase et la nitrogénase rendrait compte
des différences observées dans le spectre d'absorption
d’une préparation enzymatique non purifiée obtenue a
partir de cellules de Clostridinum pasteurianum.

Pour WINFIELDY? la nitrogénase serait un enzyme a
plusieurs fonctions et qui pourrait réagir tant avec
l'azote qu'avec I'hydrogéne, 'oxygéne et le gaz car-
bonique. Elle serait constituée de deux groupes a
activité hydrogénasique se faisant face et maintenus
par la protéine:

Nitrogénasc

115 1., E. MorTENsoN, Fed. Proc, 20, 234 (1961).
1 1, K, MortensoN et al, Biochem. biophys, Res. Comm. 7, 448
(1962).
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L’hydrogéne, l'oxygéne ou le monoxyde de carbone
pourrait réagir avec l'un quelconque des groupes
prosthétiques:

C-H C

C C H l
}\{Fe Fe}_‘ ' PII A _{Fe—H Fcr{

alors que I'azote réagirait avec les deux. Dans le pro-
cessus de fixation de l'azote il y aurait donc tout
d’abord adsorption de l'azote selon la réaction sui-

vante:
C C
= [i }]
Fe=N-—_N=Fe

C C
o ]

Le composé formé serait réduit par le systéme donateur
d’hydrogéne et donnerait un systéme du type:

C-H H-C

|

les atomes d’hydrogéne
Fe=N—N=Fe

étant ensuite

transiérés sur les atomes d’azote pour donner:

C C
-

L

Rappelons que Hocr1%1% 3 trouvé que l'azote in-
hibe la libération de I'hydrogéne par les nodosités du
soja ce qui indique que I'azote et 'hydrogéne sont en
compétition pour le méme site enzymatique et que la
réaction d’échange entre D, et H dépend de la présence
de N, ce qui suggére que 1'échange pourrait se faire au
niveau de la molécule d’azote liée & I'enzyme. On voit
que ces observations sont en accord avec le schéma
proposé par WINFIELD. On retrouvera d’ailleurs dans
une partie du modéle proposé par Hocu des traits
communs a celui du modéle de WINFIELD.

H,, HD, D,

H H
+N, +2H |
Enzyme ——> Enzyme (N=N) —> Enzyme —(N=N)
+ 2H
H H
(.
Enzyme (H-N—N—H)
|+ om
Enzyme 4 2ZNH;

11 est & remarquer que si les données actuelles sont
en accord avec les modéles proposés par WINFIELD et
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par HocH, ceux-ci par contre ne rendent pas compte
en particulier du fait que le molybdéne est requis pour
la fixation. Nous savons que cet élément est indispen-
sable mais nous ignorons a quel niveau, 4 quel stade du
processus de fixation et de conversion de 'azote atmo-
sphérique il intervient. Est-ce au cours de I'adsorption
de V'azote, au cours de processus de transfert des élec-
trons qui aboutissent  la réduction de Yazote, ou dans
le métabolisme glucidique qui lui est associé?

Les expériences que 1'on peut effectuer maintenant &
I'aide de préparations acellulaires devraient permettre
de répondre & ces questions. Cette facon de voir est
confirmée par les résultats obtenus dans I'analyse des
signaux de résonance paramagnétique électronique.
NIcHOLAS et al. %118 ont préparé 4 partir de cellules
d’Azotobacter ayant proliféré en absence d’azote com-
biné, des particules qui fixent I'azote de Vair. Les pro-
priétés de ces particules ont été comparées aux pro-
priétés de celles que 'on extrait de cellules cultivées en
présence d’'un sel d’ammonium, et qui elles sont dé-
pourvues d’activité.

Les particules qui fixent I'azote fournissent a 1,97
gauss, un signal d’autant plus intense que la fixation
est plus active. Rappelons que la nitrate-réductase de
Pseudomonas™ et la xanthine-oxydase’ " donnent un
signal semblable. Il en est de méme pour U'aldéhyde-
oxydase!1®. Dans chacun de ces cas le signal est prob-
ablement associé & la présence de Mo®+ et il disparait
aprés oxydation ou aprés réduction plus poussée. Or
les mémes causes ont les mémes effets sur le signal ob-
tenu avec les particules d’Azofobacter ce qui suggére
qu’il est da, 12 aussi, au MoS+.

Lorsque de telles particules sont soumises 4 un
courant d’hydrogéne et qu'on leur ajoute un facteur,
non-identifié, du milieu de culture, on constate qu'il y
a augmentation de l'intensité des signaux diis au fer
héminique et non-héminique. Corrélativement les
cytochromes sont réduits. Leur réoxydation partielle
peut &tre obtenue si les particules traitées par I'’hydro-
gtne, sont ensuite soumises & un courant d’azote,
Phélium étant dépourvu d’action.

Ces résultats suggérent que les transporteurs d’élec-
trons des particules fixant l'azote sont réduits par
T'hydrogéne et le ou les facteurs du milieu de culture.
En un point de Ia chaine de transfert des électrons, 4
proximité du fer non-héminique et du molybdéne les
électrons sont dirigés vers 'azote, au lieu de 1'étre vers
Poxygéne. Le processus serait analogue a celui qui fait
intervenir les changements de valence de Mo®+ a MoS+
dans le couplage du transfert des électrons a la réduc-
tion des nitrates. S’il en était ainsi le molybdéne inter-
viendrait par conséquent au cours des processus de

17 D, J. D. NicHoras et al., Nature 196, 433 {(1962).

18 D, J. D. NicnoLas, Symp. Soc. gen. Microbiol. 13, 92 (1963).

8 R, RAJAGOPALEN et al., Biochem. biophys. Res. Comm. 8, 220
(1962).
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transfert des électrons qui aboutissent 4 la réduction de
P'azote aprés que ce dernier ait été adsorbé.

Pour si intéressantes qu’elles soient on voit que ces
données sont encore trop fragmentaires pour per-
mettre de conclure au role exact que joue le molybdéne
dans les processus de fixation de l'azote.

V. Réle du molybdéne dans d’ autres processus
biochimigues

Il ne fait pas de doute, comme nous l'avons déja dit,
que le molybdéne intervient dans d’autres processus
biochimiques que ceux qui sont en rapport avec la
réduction de nitrates et la fixation de l'azote. Tant
chez les végétaux que chez les animaux cet élément est
en effet associé 4 divers systémes que nous allons dé-
crire briévement.

AcarRWALA® a constaté que le chou-fleur cultivé sur
diverses sources d’azote dont l'urée et le sulfate d'am-
monium, développe des symptomes de carence en
molybdéne et contient des quantités réduites d’acide
ascorbique lorsque le milieu est déficient en molybdéne.
De méme le citronnier requiert la présence de molyb-
déne quand on le cultive sur des milieux ol 'azote est
sous forme d’ammoniaque®. HeEwITT? a noté que
chez de nombreuses espéces les déficiences molyb-
diques provoquent la diminution de la teneur en vita-
mine C. Le molybdéne intervient-il directement dans la
synthése de l'acide ascorbique, constifue-t-il le groupe-
ment prosthétique d’un enzyme impliqué dans la
chaine des réactions, ou s’agit-il d’une action indirecte ?
I1 semble difficile pour l'instant de conclure.

Selon Evans? la capacité de réduire le bleu de mé-
thyléne qu’ont les extraits de feuilles de luzerne est
diminuée lorsqu’il y a déficience molybdique. II en est
de méme de la réduction du triphényltétrazolium pour
de nombreuses espéces végétales1?0. Ces relations sug-
gerent que le molybdéne pourrait jouer un réle, direct
ou indirect, dans les transferts d’électrons autres que
ceux qui intéressent la réduction des nitrates et la
fixation de 'azote.

Nous avons a examiner maintenant les résultats de
certains travaux qui indiquent qu’il pourrait y avoir
un lien entre le métabolisme du phosphore et le molyb-
déne. C'est ainsi que SPENCER a fait remarquer que
cet élément est un inhibiteur compétitif des phospha-
tases acides de la tomate. Il suggére que la concentra-
tion en molybdéne normalement trouvée chez les
plantes est suffisante pour inhiber les réactions phos-
phatasiques. Il se pourrait donc selon cet auteur,
qu’une carence en molybdéne ait pour effet de provo-
quer 'apparition d"une activité phosphatasique exces-
sive. Il s’en suivrait une diminution de la quantité de
métabolites phosphorylés ce qui affecterait indirecte-
ment la synthése d’acide ascorbique. Cette hypothése
rendrait compte du besoin en molybdéne des plantes
cultivées en présence d’ammoniaque.
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Ce point de vue n'est pas partagé par HEWITT? car
la concentration en molybdéne des plantes normales
est trop faible pour qu'une action sur les phosphatases
alcalines puisse étre notable. En outre on n’observe
aucun effet du molybdéne sur la phosphatase acide
lorsque les feuilles sont soumises 4 Vinfiltration d'une
solution de cet élément.

PossincgHaM 22 a également provoqué des déficiences
molybdiques chez la tomate et il a étudié les variations
du phosphore organique et du phosphore inorganique
chez des plantes carencées et chez des plantes traitées
par le molybdéne. Il a constaté que le rapport entre ces
deux formes décroit de fagon marquée chez les plantes
carencées et que l'addition de molybdéne au milicu de
culture cause 'augmentation de la quantité de phos-
phore organique.

Nous avons donc la un ensemble de donnédes qui
plaide en faveur d'unc association entre le molybdéne
et le métabolisme du phosphore. Nous savons peu de
chose par contre sur la spécificité d'action du molyb-
déne et nous ignorons 4 quel stade il intervient.

Il en est de méme d’une action possible du molyb-
déne sur le métabolisme de la chlorophylle. La aussi les
données sont insuffisantes pour permettre de conclure
4 une action directe bien que certaines expériences
permettent d'y penser.

1! reste un dernier point 4 examiner, Le molybdéne
est-il associé & des systémes enzymatiques chez les
animaux supérieurs? Nous pouvons répondre affir-
mativement en ce qui concerne la xanthine-oxydase
qui catalyse oxydation de hypoxanthine en xan-
thine et de la xanthine en acide urique.

Les expériences de WESTERFELD et RICHERT® les
menérent & conclure que la formation d'une quantité
normale de xanthine-oxydase dans le foie des jeunes
rats dépend d'un facteur alimentaire qui serait en
relation avec le groupe prosthétique de cet enzyme.
DE RENZO et al.?® devaient montrer par la suite qu'il
s'agit du molybdeéne qui, ingéré ou injecté, provoque
I'augmentation de 'activité enzymatique. Aucun autre
élément ne peut remplacer le molybdéne dont I'action
est donc hautement spécifique. Ces résultats ont
également été trouvés par un autre groupe de cher-
cheurs1%,

La nature métalloflavoprotéique de la xanthine-
oxydase, qu'elle soit extraite du lait ou du foie, devait
ensuite étre démontrée et tous les résultats concordent
en ce qui concerne la nature du métal qui est le molyb-

120 g 1. HEwrtT et S, C. AGARWALA, Nature 169, 545 (1954).

121 D, SPENCER, Aust, J. biol. Sci. 7, 151 (1054).

122§ V. Possingnam, Aust. J. biol. Sci. 7, 221 {1054).

128 VW, W, WesTERFELD ¢t Dl A, Ricuert, Science 109, 68 {1949,

2B C. pE Renzo et al, J. Am. chem. Soe. 75, 753 {1953).

125 D, A. Ricuert et W. W, WEesTERFELD, J. biol. Chem. 203, 915
(1953).
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dénel2-130. cet élément se retrouve lié & lenzyme
cristallisé131-134,

Les préparations purifiées 4 partir du lait catalysent
aussi I'oxydation des aldéhydes et du DPNH et celles
qui proviennent du foie également, L'enzyme est donc
semblable & bien des points de vue & l'aldéhyde-
oxydase du foiel35 138,

La xanthine-oxydase intervient dans le catabolisme
des purines. Mais elle intervient aussi dans le méta-
bolisme de I'histamine convertissant le g-imidazolyl-
acétaldéhyde, qui provient de sa dégradation, en acide
imidazolylacétique, produit que I'on tronve dans les
urines des mammiféres et qui est également formé au
cours du métabolisme de 'histidine!®?. L’importance
du molybdéne pour le métabolisme animal apparalt
ainsi clairement.

V1. Conclusions

Nous avons vu que le molybdéne est associé & des
processus qui sont d’une importance capitale pour le
métabolisme des étres vivants. Dans certains cas le
role de cet élément a été relié de fagon trés précise au
fonctionnement de mécanismes essentiels qui inté-
ressent directement l'agriculture et V'économie, Ceci ne
signifie nullement que le role du molybdéne soit limité
3 ces mécanismes, et il est trés possible qu'il inter-
vienne dans d’autres réactions comme certaines don-
nées le laissent déja supposer. Mais quoi que nous
réserve I'avenir nous pouvons dés maintenant affirmer
qu’il est nécessaire de pouvoir déceler les carences
molybdiques afin de pouvoir y remédier. C'est ce qui
fera 'objet de la deuxiéme partie de cette revue®.

Zusammenfassung. Durch seine Beteiligung an der
Reduktion der Nitrate und an der Aufnahme von
Stickstoff, spielt das Molybdin eine erhebliche Rolle
im Cyclus dieses Elements. Aus diesem Grunde ist es
niitzlich, diejenigen Stoffwechselprozesse zu kennen,
an denen das Molybdin entscheidend beteiligt ist. Es
ist das Ziel dieser Ubersicht, einen zusammenfassenden

Articles généraux — Ubersichtsreferate

ExpERIENTIA XXI/4

Einblick in den Stand unserer Kenntnisse auf dem Ge-
biet dieses Oligoelements zu geben; eine chronologi-
sche Betrachtung erlaubt uns, zuerst diejenigen bio-
chemischen Vorginge zu betrachten, fiir die secine
Einwirkung als gesichert gilt.

Die Gesamtheit der Arbeiten iiber die Nitratreduk-
tion lassen darauf schliessen, dass das Molybdin
spezifisch zur Funktion der Nitratreduktase gehort.
Indem es integraler Bestandteil der aus Mikroorganis-
men und hoheren Pflanzen extrahierten Nitratreduk-
tase ist, kommt ihm eine Rolle im Elektronentrans-
port, welcher von den Nitraten zu den Nitriten fiihrt,
zu. Es handelt sich hier um die erste Stufe der Reak-
tionen, die zur Ammoniakbildung fithren.

Man weiss schon lange, dass Molybdin zur Bindung
des Luftstickstoffs benttigt wird. Unsere Kenntnisse
iiber eine spezifische Beteiligung des Elements an
diesem Vorgang verdankt man jedoch neueren Ar-
beiten, vor allem jenen, welche die Bindung von Stick-
stoff in zellireien Extrakten zum Gegenstand haben.
Diese Ergebnisse werden im Lichte der neuern Theo-
rien iiber den Mechanismus der Stickstoffbindung be-
sprochen.

Abschliessend werden einige andere Reaktionen des
pilanzlichen und tierischen Stoffwechsels betrachtet,
an denen das Molybdin Anteil hat.
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